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AColnparative　Study　on　Miscellaneous　Lysosomal　Enzyme　Contents
　　　Between　Human，　Fetal　Liver　and　Human　Rectal　Mucosa，　and
　　　　　　on　Applicability　of　Rectal　Mucosal　Biopsy　for　Screening
　　　　　　　　　　　　　of　Hereditary　Lysosomal　Storage　Diseases．
　　　　　　　　　　　　　　Shigeo　SATO
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　　　Assays　of　the　baslc　enzyme　activity　and　metabolic　products　in　urine，　serum，1eucocytes　or　cultured
skin丘broblasts　have　been　used　for　the　diagnosis　of　hereditary　lysosomal　storage　diseases，　However，
several　disadvantages　lie　in　these　procedures　including　the　large　amount　of　materials，　decrease　of　enzyme
actlvltles　ln　specimens　due．to　complexity　irl　handling　and　conservation，　particular　techniques，　and　physical
・・丘・・n・i・lb・・d・n　t・P・ti・nt・・1…nt・a・t，・ect・l　m・…al　bi・P・y・・i・g　th・i・…ti・・1　bi・P・y。pP。，atus
of　the　Crosby－Kugler　capsuIe　has　provided　a　safer　and　easier　method　to　obtain　a　speciInen　from　the
patlent．
　　　In　order　to　evaluate　this　useful　method　of　rectal　biopsy　as　a　diagnostic　tool　for　hereditary　lysosomal
storage　diseases，　the　present　study　was　conducted　to　compare　the　basic　enzyme　activity　in　rectal　mucosal
bi・P・y・peci…・・f　p・ti・n・・with　h・・edit・・y　ly・…m・1・t・・ag・di・ea・e・wi・h　th・t　i…nt・。l　aut。P，y
liver　specimens．
　　　The　follQwing　results　were　obtained
　　　1．Activities　ofα一D－mahnosidase，β一D－glucuronidase，β一D－galactosidase，α一レfucosidase，β一D－glucosidase，
α一D－galactosidase　andβ一D－N－acety1－glucosaminidase　were　clearly　detectable　in　rectal　mucosal　biopsy　speci－
mens　obtailled　by　the．　intestinal　biopsy　apparatus　Qf　the　Crosby－Kugler　capsule．
　　　2．Almost　similar　patterns　were　Qbserved　on　the　pH　curves　Qf　each　basic　enzyme　activity　in　rectal
Inucosa，　control　liver　and　fetal　liver　specimens．
　　　3．Each　eluti．on　pattern　of　these　specimens　by　Sephadex　G－150　ge1丘1亡ration　and　DEAE　52　ion
exchange　chromatography　was　similar．
　　　4・Th・b・・ic　en・yme　a・ti・iti…f・ect・l　m・…al　bi・P・y・pecim・n・・f　p・ti・nt，　with　h。，edit。，y
Iy・…m・1・t・・ag・di・ea・es　were　rem・・k・bly　reduced，・・mpared　t・th・・e・f，。nt，。1，pecim。n、．
　　　5・lt　was　c…1・d・d　th・t　rect・l　m・…al　bi・P・y　i・u・ef・1　i・di・g…i・・f　h・・edit・・y　ly・。，。m。1、亡。，ag。
diseases，　since　seven　lysosomal　enzγme　activities　assayed　in　rectal皿ucosa　specimens　sllowed　the　same
activity・・th・・e・f　liver　sp・・im・n・・　　（Recei・・d∫・nua・y　30，1978・nd　accept・d　Ap・il　28，1978）
1　緒 言
　De　Duve1）は細胞質内の特殊頼粒の一つを発見して
lysosomeと名付け，　Hers2）はα一1，4－glucosidaseが
lysosomeに存在することを確認し，この酵素が糖原病第
II型の欠損酵素であることを証明したが，更にこの発見を
いとぐちとしてinbornユysosomal　diseaseの概念を提唱
した・この概念の疾患群には種々の代謝性蓄積性疾患が含
まれる．近年代謝性蓄積性疾患が相次いで発見され，欠損
酵素も明らかになってきた．しかし臨床症状に差異．が認め
られないことから同一疾患と見倣されていた疾患が酵素自
体の異常の相違から生化学的に独立疾患として認められる
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症例が報告されてきた．すなわちOkada　and　O’Brien3）
はTay－Sachs病患者のβ一D－N－acety1－hexosaminidase
を澱粉ゲル電気泳動法により分画し，正常人ではA，B二
つの画分に分離されるが，口疾態、はA分画が欠如している
ことを報告し，Sandhoff露α♂．4）はTay－Sachs病患者の
中にβ一D－N－acetyl－hexosaminidaseのA，　B寸分の両方
が欠如している症例を報告し，現在Sandho看病と称せら
れている．このように1ysosomeの異常は同一視されてい
た疾患を更に新しい型に分類することを可能にし，代謝性
蓄積性疾患即ち1ysosomal　storage　diseaseはより詳細
に分類される傾向にある・これら疾患群は現時点では有効
な治療手技はなく，精製酵素の投与5）や正常人」血漿による
代償療法6）が行なわれているが，いずれ一時的な効果しか
得られていない．しかし早期発見および早期診断を行なう
ことにより次子以降の不幸を未然に防ぐことができる．現
在，1ysosQmal　storage　diseaseのスクリーニングの手段
としては，尿7），血清8），白血球9），培養皮膚線維芽細胞10）
などの酵素活性や代謝産物の異常を見出すことで行なわれ
ているが，直腸粘膜がCrosby－Kugler型小陽生検器具を
使用すれば，患児に何らの苦痛を与えずごく短時間で採取
可能なことから，著者は以下の目的で実験を行なった．
　1）直腸粘膜の酵素が肝の酵素と類似した性質を有する
か否か，
　2）遺伝性蓄積性疾患に関係する酵素が直腸粘膜に存在
するか否か，また，その活性値はスクリーニングに十分足
り得る活性を示すか否か．
　3）直腸粘膜生検法が他のスクリーニング手技と比較し
て有効か否か．
　4）胎児肝，乳幼児心肝および直腸粘膜での酵素活性と
性質の比較．
2研究対象
　実験試料は札幌医科大学小科児にて剖検した患児の肝お
よび直腸を使用し，ステロイド製剤の投与および肝機能障
害のある患児は除外した，胎児肝は人工，自然流産児の肝
を使用した．直腸粘膜生検材料の採取は札幌医科大学小児
科は精神発達，身体発育遅延を主訴として受診した健児お
よび関連病院に受診した精神身体発育遅延の患児を対象と
して行ない，直腸生検法はCrQsby－Kugler型小腸生検器
具を用い，肛門輪より約10cm口羽で行なった．これらの
入手した試料は実験に供するまで一80。Cの超低温槽に保
存した・
3　研究方法
測定した酵素はα一D－mannosidase，β一D－glucuronidase，
β一D－galactosidase，α一L－fucosidase，β一D－glucosidase，
α一D－galacto idase，β一D－N－acetyl－glucosaminidaseの7
種類である．各酵素測定に用いた人工基質は以下のもので
ありKoch－Light社（イギリス）より入手した・
1）4－methylumbe11iferyl一α一D－mannopyranoside
2）4－methylumbelliferyl一β一D－glucuronide　trihydrate
3）4－methylu皿belliferyl一β一D－galactopyranoside
4）　p－nitropheny1一α一L－fucopyranoside
5）4－methylumbelliferyl一β一D－glucopyranoside
6＞4－methylumbellifery1一α一D－galactopyranoside
7）4－methylumbelliferyl－2－acetamido－2－deoxy一β一D－
　　glucopyranoside
3・1　酵素試料の生成
　直腸生検試料，剖検試料の直腸，肝および胎児肝をテフ
ロンーグラス製のPotter－Eluejem型ホモヂナイザーを用
い，冷却脱イオン水でホモヂナイズし，次いで超音波処理
を1分間（久保田製作所insonator．　Mode1200　M）行ない
酵素試料を生成しこれらの酵素試料は目的により以下のご
とき実験に供した．
3・2Sephadex　G　150ゲル濾過
　10～20％（w／v）ホモヂネートした酵素試料を100，000x8㌦，
60分間（日立分離用遠心器65P）遠心し，その上清を凍結
乾燥し，50mM．リン酸緩衝液に溶解した後Sephadex
G150カラム（1．8×85　cm）にアプラィし，50　mM．リン酸
緩衝液（pH　7．0）で流出する．流出速度は10　m〃hr．，3m♂／
fractionで分画した．
3・3DEAE　52イオン交換クロマトグラフィー
　10～20弩（w／v）ホモヂネートした酵素試料を4，000x＆，
60分間（久保田冷却遠心器KR　66型）遠心しその上清を
DEAE　52カラム（0．8×5cm）にアプライし，最初10　mM．
リン酸緩衝液（pH　6．0）50　m♂で流出した後，0βMKCIで
gradient　chromatographyを行なった．流出速度60　m〃
hr．，2m〃fractionで分画した．
3・4酵素測定
　3・4・1α’D’mannos量dase
　Phillips砿α♂．1i）の方法に準じ酵素試料0．41n♂，　Mc1－
Ivaine緩衝液（クエン酸0．1　M，リン酸ニナトリウム0．2M，
以下同じ）1．O　mZ，！mM．4－methylumbellifery1（4－MU）一
α一D－mann。pyranoside　1．O　mZを混和し，37℃，60分間艀
置後0．25M，　glycine－NaOH緩衝液（pH　10．7）3．O　m♂を加
え反応を停止させた．
　3・4・2　β一，D’glucuronidase
　Mead　6オα♂．12）の方法に準じ，　酵素試料0．2　mZ，
Mcllvaine緩衝液0．7　m♂を混和し，1mM．4－MU一β一D－
91ucuronide　O．1　mZを加え，37。C，60分間艀置後0．25　M
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glycine－carbonate緩衝液（pH　10．7）3．O　m♂を加え反応を
停止させた．
　3・4・3　β・D’galac亡osidase
　Ockermann13）の方法に準じ，酵素試料0，1m♂，　Mcllvaine
緩衝液0．1m♂，1mM．4－MU一β一D－galactopyranosideと
50mM，　NaCl混合液0．4　mZを加え混和し，370C，60分間
贈置後0．25M．　glycine－carbonate緩衝液（pH　10．7）3．O
mZを加え反応を停止させた．
　3・4・4　　αρ］L’fucosidase
　Robinson　and　Thorpe14）の方法に準じ酵素試料0．2　mZ，
Mcllvaine緩衝液0．6　m♂，2．5　mM．　p－nitrophenyly一α一L－
fucQpyranoside　O．2　mZを混和し，37℃，60分間艀置後
0．25Mglycine－carbonate緩衝液3．O　mZを加え反応を停
止させ，さらに2000r．p．m．10分間遠心後上清をとり測定
に供した．
　3・4・5　β’D・glucosidase，α’D’galactosidaseおよび
　　　　β’D，N，acety1．glucosamin畳dase
　以上の三つの酵素はOckermann13＞の方法に準じ酵素
試料0．1mZ　Mcllvaine緩衝液α1　m♂，さらに各々の基質
1mM．4－MU一β一D－glucopyranoside，1mM．4－MU一α一D－
galactopyranoside，1mM．4－MU－2－acetamido－2－deoxy一
β一D－glucopyranosideをそれぞれ0．4　m♂を加え，370C，
60分間贈置後G．25M91ycine－carbonate緩衝液（pH
10．7＞3．OmZを加え反応を停止させた．
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合成基質4一皿ethylumbelliferyl誘導体を基質として使
用した場合，遊離した4－methylumbelliferoneを日立蛍
光分光光度計MPF－4を用い励起波長365　mμ，蛍光波長
460mμで測定した．
　合成基質p－nitrQphenyl誘導体を基質として使用した
場合，P－nitropheno1を日立分光光度計124を用いて波長
400mμで測定した．
　蛋白定量：はLowry法15）により測定した．
4実験成績
4・1　正常直腸粘膜，肝および胎児肝の各種酵素
　　のpHによる活性曲線
　Fig．1に正常直腸粘膜，肝および胎児肝の各種酵素の
pHによる活性曲線の結果を示した・
　4・1・1　α’D’manaosidase
　pH　4．0～4．5とpH　6．5に二つのピークが認められた・
　4・1・2　β，D’glucuronidase
　至適pHは三試料共にpH　5．0であった．
　4・1・3　β，D，galaclosidase
　至適pHはpH　4．5～5．0付近にあり，直腸粘膜でやや中
性側に傾いていた．本酵素はHQ　and　O’Brien16，17）が報
告しているように，Cl一の存在によりその活性の上昇を
示す性質がある・著者も研究方法において述べたごとぐ
N＆C1と添加し測定を行なった．
　β一D－galactosidase　　　α一L－fuc。5idase
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Fig．1　　pH－activity　profile　of　each　enzyme．
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　4・1・4　α，しりfucosidase
三試料共に至適pHがpH・5．0にあり．差異を認めな
かった．
　4・1・5　β’D’glucosidase
　正常肝および胎児肝ではpH4．8，直腸粘膜ではpH　5．5
に至適pHがあり，β一D－galactosidaseと同様にやや中性
側に傾いていた，
　4・1・6　即D’galactos三dase
　三試料共に至適pH　4．0～4．5付近に存在していた．
　4・1・7　β，D，N・acety1，ghlcosaminidase
　三試料共に至適pH　4．5にあり差異を認めなかった．
　以上検討した酵素は酸性側に至適pHをもっことが判明
したが，pH活性に関しては正常直腸粘膜，正常肝および
胎児肝では類似した傾向を示した．
4・2Sephadex　G　150によるゲル濾過パターン
　4・2・1　α’D，mannosidase（Fig．2）
　pH　4．0にて正常直腸粘膜，肝および胎児肝の測定を行
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ない三試料共に一つの細分を認めた．Sephadex　G　150ゲ
ル濾過パターンは三試料共に類似したパターンを示した．
　4・2・2　β，D’glucuro且idase（Fig．3）
　pH　5．0にて酵素活性を測定し，三試料共に1画分のみ
認められ，三試料間の差異を認めなかった．
　4・2・3　β・D’galactosidase（Fig．4＞
　pH　4，5にて測定を行ない，正常肝では三つの画分即ち，
Fraction　I，　Fraction　II，　Fraction　lllに分画され，
胎児肝でも同様の結果を得た．しかし正常直腸粘膜では
Fracti・n　I，　Fraction　IIの二つの画分しか測定し得ず直
腸粘膜でのFraction　IIIは活性値が極めて低いため活性
が認められないかと思われる，
　4・2・4　α’L’fucosidase（Fig．5）
　pH　5，0にて酵素活性を測定した結果はFig．5に示すよ
うに1画分しか認められず，三試料共に類似したゲル濾過
パターンを示したが，正常肝と直腸粘膜ではゲル濾過の
Fractionが一致するも胎児肝ではFractionが早く流出す
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るのが認められた．
　4・2・5　β・D・glucos良dase（Fig．6）
　pH　5，5にて測定を行なったが，三試料共に一つの画分
のみが認められ，三試料共に同様のゲル濾過パターンを示
した．
　4・2・6　α・D・galactosidase（Fig．7）
　正常肝ではFig．7に示すように二つの画分が認められ
るが，正常直腸粘膜および胎児肝では一つの画分のみが認
められた．
　4・2・7　β・DN・acety1・glucosam畳nidase（Fig．8）
　pH　4．5にて測定を行ない1画分のみよりしか認めず，
三試料共に同様のパターンを示した．
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4・3DEAE　52によるイオン交換クロマトグラフィー
　　による各酵素の検討
　4・3・1　α・D’mannosidase（Fig．9）
　pH　4．0にて活性を測定した．三試料と月齢の異なる胎
児肝は主としてA，B二つの画分に分かれ，類似したパタ
ーンを示した．
473
　4・3・2　β，D・glucuronidase（Fig，10）
　正常直腸粘膜と正常肝ではA，B，　Cの三つの画分に分離
されたが，胎児肝では4および5ヵ月胎児肝を除いて二つ
の画分しか認めなかった．
　4・3。3　¢’Lイucosidase（Fig．11）
　月齢4および5ヵ月の胎児肝ではA，B，　Cの三つの画分
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を認、めたが，正常肝および直腸粘膜では二つの二分しか認
めなかった．「
　4・3・4　β’D’glucosidase（Fig，12）
　三試料共に一つの画分のみ認められ，同様のパターンを
示した．
4mDnth　fe七a工　1iver 6mohth　fe七a］L　1｛3Ve＝
　4・3・5　α・D，galactos丘dase（Fig．13）
　β一D－glucosidaseと同様に一つの画分のみ認められ，三
試料共に同様のパターンを示した．
　4・3・6β’D，N．acetyl，glucosaln董n二dase（Fig．14）
　正常直腸粘膜および4，5および7ヵ月の胎児肝では四
つの画分が認められた．
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4・4DEAE　52イオン交換クロマトグラフィー
　　による各FractionのpH特性
　リン酸緩衝液溶出部分とKCl溶出部分の二つの画分を
一晩脱イナン水にて透析を行ない，その試料についてpH
特性を検討した．
　4・4・1　αの’mannos軋dase　〔Fig．15（a）（b）〕
　Fig。15（a）はリン酸緩衝液溶出画分で，三試料共にpH
4．0～4．5付近に至適pHを有し，　Fig．15（b）のKC1溶出
画分では正常直腸粘膜がpH　4．5に至適pHを＝有する一
つのピークを認めるのに対し，正常肝および胎児肝では
pH　4．5とpH　6．0に二つのピークを認めた．
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　　　4・4・2　β・D，glucuro且覧da8e　〔Fig．16（a）（b）〕
　　　Fig．16（a）のリン酸緩衝液溶出画分では正常直腸粘膜
　　がpH　4．5，正常肝および胎児肝ではpH　5．5で至適pHを
　　示した・．Fig．16（b）のKC1溶出画分でも同様の態度を示
　　し，正常直腸粘膜ではpH　4．5に，正常肝および胎児肝で
　　はpH　5．5に最高の活性を有した，
　　　4・4・3　α’Lイucosidase　〔Fig．17（a）（b）〕
　　　図に示す通り，　リン酸緩衝液溶出画工とKCI溶出画分
　　共に至適pH　5．5を示し，三試料間には差異を認めな
　　　　　　buffer　solution
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　4・4・4　β・Dglucosidase　〔Fig．18〕
　KCI溶出画分で正常直腸がpH　4．5に，正常肝および胎
児肝ではpH　6．0に至適pHを有し，直腸粘膜と肝では至
適pHで差異を認めた．またリン酸緩衝液溶出画分では活
性を認めなかった．
　4・4・5　α，D’galactos畳dase　〔Fig，19〕
　KCI溶出画分で三試料共に至適pH　4．5のピークを認め
た．リン酸緩衝液溶出画分では活性を認めなかった・
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　4・4・6β，D，N・acetyLgluc㏄aminidase
　　　　〔Fig．20〈a＞（b）〕
　リン酸緩衝液溶出画分およびKCI溶出画一でもpH　4．0
～4．5に至適pHを有し，三試料共に同様のpH活性値を
示した．
　　　　　　　　　　5考　　按
　Tay18）およびSachs19）により初めてlipid・sisの記載
がなされて以来，遺伝性蓄積性疾患は数多く報告され，そ
の病型や蓄積物質および欠損酵素が明らかにされた．さら
には臨床的に区別できないが，生化学的に異なる疾患であ
ることが判明したり，臨床的に異なると考えられていた疾
患に現時点で同じ酵素の欠損が証明されたり，次第に診断
は複雑になってきている．またこれらの生化学的異同が患
児の予後にも大きく影響している場合があることも明らか
になってきた．これら疾患群は多くは常染色体性劣性遺伝
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の形式をとり，一部Hunter症候群のように伴性劣性遺伝
の形式をとるものもある．罹患した患児の治療および理学
的訓練などの問題も重要であるが，本疾患群の多くは予後
が非常に悪いことから家族的ならびに社会的影響を考える
なら確実なる診断のもとに子孫への影響をも考慮しなけれ
ばならない．著者はこれら疾患群の早期発見によって次子
以降に罹患した患児の出現する不幸を未然に防．ぐことを目
的として，簡易直腸粘膜生検法を用いてその酵素学的診断
を行ない，本法はlysosomal　storage　diseaseのスクリ
ーニングの方法として極めて有効であると推察した．現在
行なわれている方法は白血球，血清，尿および培養皮膚線
維芽細胞を使っての方法があるが，白血球や血清では多量
の血液と分離の複雑さがあり，また培養皮膚線維芽細胞で
は高度の特殊技術と設備を必要とする．尿による方法が患
者の侵襲などを考えると最良の手段と思われるが，酵素活
性の低値，保存による酵素活性の低下が問題となる．N．
Nakai　and　B．　H．　Landing20）は直腸粘膜生検材料により
lipildosisの病理組織学的検索を行ない，　neurolipidosis
の診断に有効であることを報告した．その後病理組織学
的21），電子顕微鏡的研究の報告はあるが，生化学的検索を
行なった報告22）は少ない．著者は吸引生検法による直腸
粘膜生検を行ない，合併症の恐れがないと考えられ患児へ
の侵襲もほとんどなく，より確実にまた操作が簡単な本法
を用い，堀野ら23）が報告しているごとく，直腸粘膜固有
層の各種細胞内異常蓄積物質を持った細胞自体の酵素活性
を測定し得る利点に着目した．直腸粘膜を用いる際に肝内
lysosomal　enzymeと直腸粘膜細胞の1ysosomal　enzyme
に相違点すなわち臓器特異性がないかどうか検討したが，
実験結果に示す通りSephadex　G　150ゲル濾過法，　DEAE
52イオン交換クロマトグラフィーおよびpH活性曲線の
成績ではスクリーニングに支障をきたすような差異は認め
ず十分に応用し得る方法であることを確認した．
5・1α’D・mamosidase
　Ockermann24）はacidicα一D－mannosidaseの欠損と
mannoseに富むoligosaccharideの異常蓄積をきたす疾
患を報告しmannosidosisと名付けた．本疾患はmucoli－
pidosisに属しacidicα一D－mannosidaseの欠損があるこ
とが証明されたが，Caroll　8診αZ～5）はmannosidosisの
肝のα一D－mannosidaseの性質を検討し酸性の画分である
A，Bの画分の欠損であることを証明した．著者はman－
nosidosisの症例の経験はないが，実験結果より正常直腸
粘膜，肝および胎児肝共にA，B画分を認めるがさらに各
A，B画分のpH特性を検討した結果，　Fig．15（a），（b）に示
すように直腸粘膜ではA，B画分共にpH　4．5にのみピー
クを認め，正常肝と胎児肝ではA画分ではpH　4．0～4．5付
近に至適pHが，　B画分ではpH　4．5付近とpH　6。5付近に
至適pHのピークを認めた．従ってDEAE　52による分画
の場合，直腸粘膜ではneutra1α一mannosidaseが正常肝
と胎児肝のneutra1α一mannosidaseと性状がやや異にす
る可能性も考えられる．
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5・2　β，D’g1UCUronidase
　β一D－glucuronidaseの欠損が証明されたnew　muco－
polysaccharidosisを1972年Beaudet　8’αZ．26）および
Sly　8’αZ．27）が報告した．β一D－glucuronidaseの性状を詳
細に検討した報告は少なく28，29），その性状は余り明らかに
されていない．著者はSephadex　G　150ゲル濾過とDEAE
52イオン交換クロマトグラフィーにより検討したが，
Sephadex　G　150ゲル濾過では1画分，　DEAE　52による
分離では正常直腸粘膜と正常肝では三つの画分に分離され
たが，リン酸緩衝液流出部とKCI流出部でのpH活性を
検討した揚合，直腸ではpH　4．5付近に至適pHをもち，
正常肝ではpH　5。5付近のやや中性側に至適pHをもつ活
性がみられた．
5・3　β’D’galactosidaes
　本酵素は最初酸性ムコ多糖代謝異常症すなわちHurler
症候群やHunter症候群の欠損酵素と考えられたこともあ
るが，最近になり蓄積物質のための二次的な酵素低下と考
えられるに至った．1968年頃kada　and　O’Brien30）は
GM1－ganglisidosisの肝のβ一D－galactosidaseが欠損し
ていることを報告し，本酵素がGM1－gangli・sidQsisの欠
損酵素であることが判明した．さらにHo　and　O’Brien16＞
や0’Brien31）はSephadex　G　150で3画分に，澱粉電気
泳動で3バンドに分離し，isozymeの違いによりGM1－
gangliQsidosisを二つの型に分類した，教室の折居32）や祐
川33）はGMrgangliosidosisの経験例を検索し，Sephadex
G150と等電点分画法により，1型は肝のneutralβ一D－
galactosidaseが欠損しているがacidicβ一D－galactosidase
は低回ではあるが存在していることを見出した．
　II型では臨床所見ならびに欠損酵素が一定の様式を示さ
ずneutralβ一D－galactosidase活性はあるがacidicβ一D－
galactosidaseの部分欠損ではないかと推察し，　II型を
IIA型とIIB型に分類している．
　正常直腸粘膜，正常肝および胎児肝をSephadex　G　150
ゲル濾過により画署した場合，直腸粘膜ではFraction　III
の低値が認められるが，大体正常肝と胎児肝と同一パター
ンをとると思われる．
5・4　α，1，，fucosidase
　1966年Durand召‘αZ．34・35）がnew　mucop・1ysaccharide
lipid　storage　diseaseとして発表した症例について1968
年Van　HQof　and　Hers36）はα一L－fuc・sidaseの欠損し
ていることを証明し，fucosid・sisと称せられるにいた
った．
　さらにWiedershain　8’αZ．37）やRobinson　and　Thorpe
38）はSephadex　G200ゲル濾過による分子量が異なる
fucosidase　Iとfucosidase　IIの存在を報告している・
　著者は本疾患の経験はないが，Sephadex　G150により
正常直腸粘膜，正常肝および胎児肝の性状を検索したが1
分画のみより分離し得なかった。しかし正常肝で分子量の
やや異なるとみえる小さなピークと胎児肝での流出速度が
速いピークを認めた．DEAE　52イオン交換クロマトグラ
フィーでは二つの画分に分離され，三試料共に同一のパタ
ーンを示した．Alhade任6’αZ．39）は等電点分画法を用い
て六つのバンドに分離し，飾棚では肝の酵素活性は約4傷
ですべてのバンドが欠損していると報告している．fucosi－
dosisのα一L－fucosidaseのisozylneに関しては正常，重
症および軽症型患者についていかなる関係があるか不明で
あり今後の問題と思われる．
5・5　β，D，glucosidase
　Gaucher病は1882年Gaucher40）が発表した症例が最
初で1965年Bradyθ≠αZ．41・42）はglucocerebrosidase欠
損の結果本症が発症することを報告した．本症は臨床的に
成人型，若年型と幼児型と発症の時期や経過の差により三
つの病源に分類されている．glucocerebrosideを基質と
して91ucocerebrosidase活性を測定する方法と人工基質
であるp－nitrophenyl一β一D－glucosideおよび4－MU一β一D－
glucopyranosideなどを用いる方法があるが，著者は人工
基質4－MU一β一D－glucopyranosideを用いて検討を行なっ
た．Sephadex　G　150ゲル濾過とDEAE　52イオン交換ク
ロマトグラフィーの結果では1画分より認めず，DEAE
52イオン交換クロマトグラフィーで得られた町分のpH
活性を検討した．正常直腸粘膜では至適pH　4．5の酸性側
に，正常肝および胎児肝では至適pH　6．0に活性のピーク
を認めた．OckermannはSephadex　G　150ゲル濾過に
てβ一D－galactosidaseのFraction　IIIに一致するところ
にβ一D－glucosidase活性を認め，さらにGaucher病患
者の肝ではβ一D－galactosidaseのFraction工IIの活性が
欠如していると報告している．さらにHo　and　O’Brien43）
はβ一D－91ucosidaseを二つの成分にわけ，酸性のものと中
性のものがあることを証明した．Acid一β一D－glucosidase
はglucocerebrosideを基質とした場合に91ucocerebro－
sidose活性を認めるがneutra1β一D－91ucosidaseの細分
にはglucocerebrosidase活性を認めないとの報告44）が
あり，著者の実験では直腸粘膜で酸性側に至適pHを有
しGaucher病のスクリーニングには有効な試料と思わ
れる．
5・6　α，D，galactosidase
　Fabry病は1898年Fabry45）やAnderson46）により皮
膚科領域から報告され，1947年目uiter　and　Van　Mullen47）
が全身性蓄積症であると推察した．1967年Brady48＞は小
腸粘膜でのceramide　trihexosidaseの欠損であろうと推
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察したが，1970年Kint49）は末梢血白血球での＝’α一D－galac－
tosidase欠損であると報告し，“Fabry’s　disease”はlyso－
somal　enzymeのα一D－galactosidase欠損であることが
証明された．α一D－galactosidaseは等電点分画法により
A，Bの二つの画分に分画され，　Fabry病はA画分の欠如
であろうとされている．JohnSQnら50）は涙を利用して，
α一D－galactosidase活性を検索し，　DEAE　celluloseを用
いて熱に不安定なA砂型と熱に安定なB画分とに分離し
A画分は全活性の90％であると報告している．著者は本
症の経験はないが，DEAE　52イオン交換クロマトグラ
フィーによりK：Cl流出部に一つの画分を認め，三試料共
に同一の画分を認めたが熱安定性については検討してい
ない．
5・7β，D’N・acety1’g1Ucosami血idaseの検討
　本酵素はGM2－gangliosidosisの欠損酵素であり，本症
の欠損酵素の性状についてはOkada　and　O’Brien3）や
SandhoH　6診α乙4）により詳細な報告がある．署者による
Sephadex　G　150ゲル濾過では一つの画分より分離し得な
かったが，DEAE　52イオン交換クロマトグラフィーでは
四つの画分に分離され，すなわちA，B，11，12のisozyme
にわかれ，正常直腸粘膜，正常肝および胎児牛祭に同一の
性状を示した．本酵素は活性値が他の酵素と比較して高
く，著者の経験例のTay－Sachs病でも特異な臨床像の他
に酵素測定により容易に診断が可能である．
　以上の7種類の酵素の性状を検索したが，正常直腸粘膜
でも十分に活性を認め，かつ正常肝と比較した場合にもほ
ぼ類似した性状をとるものと思われる．次に各酵素の直腸
粘膜生検法により採取した試料と正常肝および胎児肝の
total　activitiesを比較した．
　直腸粘膜は乳児期0～1歳，幼児期1～5歳，学童期6歳
以上と年齢別に分類し測定を行なった．
　a）α・D血annosidase（Fig．21）
　Fig．21に示す通り，妊娠月数では値に差はなくまた年
齢別でも差異を認めない．胎児期と正常直腸粘膜の酵素活
性を比較しても差異を認めなかった．対照肝と直腸粘膜を
比較した場合直腸粘膜酵素がやや下値を示した．
　b）β・D’glucuronidase（Fig．22＞
　胎児期肝と直腸粘膜を比較した場合に胎児期では低値を
示し，また妊娠月数の増加に伴って酵素活挫の増加傾向が
みられる．
　c）β’D’galactosidase（Fig，23）
　胎児期肝の酵素活性と直腸粘膜生検試料の酵素活性に差
異はなく，正常肝との差異も認めなかった．著者が経験し
たGMrgangliosidosis，　new　type　of　mucolipidosis51），
San丘lipPo症候群ではいずれもβ一D－galactosidase活性の
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低値を認めた．
　d）　αρLρ｛Ucos圭dase（Fig．24）
　胎児期肝の酵素活性では妊娠月数による差異は認めずま
た直腸粘膜生検試料と正常肝と比較した場合に直腸粘膜生
検試料の方がやや酵素活性が高めに測定された・
　e）β’D’glucosidase（Fig．25）
　直腸粘膜生検試料では酵素活性が低値でありゃや測定に
難点があるが，測定法の改善により十分にスクリーニング
の応用が可能ではないかと思われる．胎児肝や正常肝では
比較的高い活性値を示し，胎児肝では妊娠月数による差異
は4ヵ月時にやや高く5～6～7ヵ月では余り変化が1なか
った．
　f）α・D’galactosidase（Fig．26）
　胎児肝や正常肝は本酵素活性が直腸粘膜生検試料よりも
活性の高値を認めるが，直腸粘膜での年齢による差異は認
めなかった．
　g）β’D’N，acety1，glucosaminidase（Fig．27）
　胎児期肝で妊娠初期では本酵素の活性が低く後期になっ
ても正常肝と比較して低値をとっている，直腸粘膜生検試
料では年齢による差異は認めないが肝臓と比較した場合に
は低値をとった．
　直腸粘膜や小腸粘膜を使っての酵素学的研究を行なった
報告はHsiaθ頗Z．52）やAntonowitz　and　Shwachman53）
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やGenel　8言α♂♪4）により行なわれているが，代謝性蓄積性
疾患のスクリーニングの目的で検索を行なっている報告は
ない．著者は札幌医科大学小児科における代謝性蓄積性疾
患患児の直腸粘膜生検法によるスクリーニングを行ない，
GM1－gangliosidosisやSan五lippo症候i群のスクリーニン
グ及び確認に有効であると確信し他のlysosomal　storage
diseaseのスクリーニングにも十分応用できうると推察し，
さらには電顕的手技を併用して行なうなら100％近い発見
率を保持できると考えている．胎児肝についてはScott
8彦α♂．55）は胎児期6週頃よりlysosomal　enzymeの機能
を有し，isozymeパターンについても成人との差異がない
と報告している．著者の実験でも胎児肝と正常肝では類似
したパターンを示すことを見出した．
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Fig．27　β一D－N－acetyl－91ucosaminidase　activity
　　　　　of　cQntrol　liver，　fetal　Iiver　and　biopsy
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　遺伝性蓄積性疾患（lysosomal　storage　disease）のスク
リーニングの目的で現在尿，血清，白血球および培養皮膚
線維芽細胞などの試料が用いられ，酵素活性や代謝産物の
測定に供されている．しかしながら試料の種類によっては
多量の試料が必要であったり，試料調製に長時間必要とし
たり，その複雑さ，高度の特殊技術，保存による酵素活性の
低下，患児に対する侵襲および経済的負担に問題がある．
著者は直腸粘膜ならばCrosby－Kugler型小腸生検器具を
代用して患児に何らの苦痛を与えずごく短時間に安全に
試料が採取可能なことから，直腸粘膜が遺伝性蓄積性疾患
の発見および診断に肝生検試料の検索と比較してどの程度
の価値があるか，また肝生検の代用となり得るかを主に
mucolipidosisの欠損酵素について検討した．また乳幼児
期の肝内酵素と胎児期の肝内酵素の活性の比較と著者が経
験した遺伝性蓄積性疾患凹凹の直腸粘膜酵素を測定し次の
ごとぎ結果を得た．
　①　Crosby－Kugler型小腸生検器，具で得られた直腸粘
膜試料中には，前述の7種類の酵素活性が十分に認めら
れた．
　②　各酵素のpH曲線は直腸粘膜，乳幼児期肝および胎
児肝でほぼ類似したパターンを示した．
　③　Sephadex　G　150ゲル濾過およびDEAE　52イオン
交換クロマトグラフィーでの溶出パターンを各酵素につい
て検討したが，直腸粘膜，乳幼児期肝および胎児期肝管に
類似したパターンを示した・
　④　遺伝性蓄積性疾患患児の直腸粘膜の該当酵素は対照
に比して著しく低値であった．
　⑤　以上の成績からヒト直腸粘膜においても測定した
7種類の1ysosome由来の酵素については正常肝と類似し
た酵素量と性質が認められ，遺伝性蓄積性疾患の診断に有
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用であるとの結論に達した．
　稿を終るにあたり，研究および論文の作成に御回導いた
だいた岐阜大学医学部小児科学教室折居上脇教授に深謝致
します．
　本論文の要旨は1977年7月第2回代謝異常スクリーニ
ング研究会（於　鳥取）に於いて発表した．
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